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地塞米松对人肝癌细胞系ＳＭＭＣ７７２１细胞酪氨酸转氨酶活性诱导能力
丧失的机制研究
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［摘要］　目的：通过测定人肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞酪氨酸转氨酶（ＴＡＴ）ｃＤＮＡ序列，并观察其糖皮质激素受体（ＧＲ）通路是否

存在异常，以探讨地塞米松（Ｄｅｘ）丧失诱导ＳＭＭＣ７７２１细胞ＴＡＴ活性的机制。方法：ＲＴＰＣＲ扩增ＳＭＭＣ７７２１细胞全长

ＴＡＴｃＤＮＡ并进行测序；采用实时定量ＰＣＲ观察Ｄｅｘ对ＳＭＭＣ７７２１细胞ＴＡＴｍＲＮＡ表达的影响，并与 ＨｅｐＧ２细胞作对

照；采用电穿孔法将ＧＲ特异性报告基因ＧＲＥｔｋＬＵＣ及ＧＲＥＭＭＴＶＣＡＴ分别瞬时转入ＳＭＭＣ７７２１细胞中，观察Ｄｅｘ对

荧光素酶（ＬＵＣ）和氯酶素乙酰转移酶（ＣＡＴ）表达的影响，并与 ＨｅｐＧ２细胞作对照。结果：ＳＭＭＣ７７２１细胞ＴＡＴｃＤＮＡ中

第５７６位碱基存在同义突变；Ｄｅｘ能够诱导ＳＭＭＣ７７２１细胞中ＴＡＴｍＲＮＡ的表达，最大诱导倍数为２．２２，明显低于 ＨｅｐＧ２

细胞（１５．１倍，Ｐ＜０．０１）；Ｄｅｘ诱导了ＳＭＭＣ７７２１细胞ＬＵＣ及ＣＡＴ的表达，与 ＨｅｐＧ２细胞无显著差异。结论：Ｄｅｘ对

ＳＭＭＣ７７２１细胞ＴＡＴｍＲＮＡ诱导水平降低，可能是ＴＡＴ活性不增高的主要原因。
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　　糖皮质激素（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ，ＧＣ）对机体的生
长、发育、生殖、免疫及维持内环境稳定等几乎所有
的过程都具有重要的调节作用，其生物学效应的发
挥主要是由糖皮质激素受体（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ，ＧＲ）介导［１２］。酪氨酸转氨酶（ｔｙｒｏｓｉｎｅａｍｉｎ

ｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＴＡＴ）基因是最早被确认的 ＧＣ靶基
因，ＧＣ能够诱导ＴＡＴ的表达已为众多的实验所证

实［３５］。但国内外研究［６８］亦发现，有些肝癌细胞经

ＧＣ处理后，ＴＡＴ 活性并不增高。我们的前期研

究［８９］发现，地塞米松（Ｄｅｘ）能够诱导ＳＭＭＣ７７２１
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细胞ＴＡＴｍＲＮＡ表达，且具有剂量依赖性和时间
依赖性，但ＴＡＴ的活性无明显改变。众所周知，肿
瘤细胞在发生和发展过程中会经历多种基因突变，
其中包括一些原来对激素敏感的基因在癌变后，变
得不敏感了，最为典型的是雌激素依赖性的乳腺细
胞和雄激素依赖的前列腺细胞在癌变后，有相当一
部分乳腺癌细胞和前列腺癌细胞可以变成激素非依

赖性的［１０］。这提示肿瘤对激素不敏感的机制具有重
要的理论意义和临床价值，因此也成为肿瘤内分泌领
域的研究热点之一。为进一步探讨ＳＭＭＣ７７２１细胞
丧失Ｄｅｘ诱导ＴＡＴ 活性的机制，本研究对ＳＭＭＣ
７７２１细胞ＴＡＴｃＤＮＡ序列进行了测定，并观察了ＧＣ
诱导靶基因表达的通路是否存在异常。

１　材料和方法

１．１　主要试剂和仪器　人肝癌细胞系ＳＭＭＣ７７２１
细胞为我校病理教研室于１９７７年建立的细胞系［８］。
质粒 ＧＲＥｔｋＬＵＣ 由 Ｄｒ．Ｓｉｍｍｏｎｓ（ＳｔｅｒｏｉｄＨｏｒ
ｍｏｎｅｓＳｅｃｔｉｏｎ，ＮＩＤＤＫ／ＣＥＢ，ＮＩＨ）惠 赠，质 粒

ＧＲＥＭＭＴＶＣＡＴ、βＧａｌ由Ｄｒ．Ｇ．Ｈａｇｅｒ（Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙｏｆＲｅｃｅｐｔｏｒＢｉｏｌｏｇｙａｎｄ ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，

ＣｅｎｔｅｒｆｏｒＣａｎｃｅｒＲｅｓｅａｒｃｈ，ＮａｔｉｏｎａｌＣａｎｃｅｒＩｎｓｔｉ
ｔｕｔｅ，ＮＩＨ）惠赠，质粒ＰＲＬＳＶ４０为Ｐｒｏｍｅｇａ公司
产品。地塞米松（Ｄｅｘ）为Ｓｉｇｍａ公司产品。电穿孔
仪 为 ＢｉｏＲａｄ 公 司 产 品。ＣＡＴ ＥＬＩＳＡ、βＧａｌ
ＥＬＩＳＡ试剂盒为ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＭａｎｎｈｅｉｍ公司产品。

ＬＵＣ、ＰＲＬＳＶ４０检测试剂盒为 Ｐｒｏｍｅｇａ公司产
品。小量胶回收试剂盒为上海华舜公司产品。

１．２　ＲＴＰＣＲ扩增ＳＭＭＣ７７２１细胞的ＴＡＴｃＤ
ＮＡ　采用一步法抽提ＳＭＭＣ７７２１细胞总 ＲＮＡ，
琼脂糖凝胶电泳结果显示ＲＮＡ保持了良好的完整
性，紫外分光光度法确定 ＲＮＡ的量和纯度。根据
人ＴＡＴ基因序列，合成全长 ＴＡＴｃＤＮＡ 扩增引
物：上游序列为 ５′ＧＡＧ ＣＴＡ ＡＧＧ ＧＡＧ ＣＴＴ
ＴＣＧＧＧ３′；下游序列为５′ＧＧＡＧＡＡＴＧＧＡＴＧ
ＣＡＧＧＣＣＴＡ３′，扩增片段长度约为１４５０ｂｐ。以
总ＲＮＡ为模板按逆转录试剂盒上的说明进行逆转
录反应。反应条件为：２５℃１０ｍｉｎ，４２℃６０ｍｉｎ，

７０℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ反应体系总体积为２０μｌ，反应
条件为：９４℃变性１ｍｉｎ，６５℃退火１．５ｍｉｎ，７２℃延
伸１．５ｍｉｎ，共扩增４０个循环，于最后７２℃延伸１０
ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经胶回收后交由上海生工生物工程
技术服务有限公司测序。

１．３　实时定量ＰＣＲ检测Ｄｅｘ对ＳＭＭＣ７７２１细胞

ＴＡＴｍＲＮＡ的诱导　用含不同浓度 Ｄｅｘ（１０－９～

１０－６ｍｏｌ／Ｌ）的培养液处理ＳＭＭＣ７７２１细胞１６ｈ，
采用实时定量ＰＣＲ方法检测ＴＡＴｍＲＮＡ的表达
水平，以人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２（本校东方肝胆外科
研究所惠赠）作为阳性对照［１１］。ＴＡＴ扩增片段上
游引物序列为：５′ＡＣＡＧＡＣＣＣＴＧＡＡＧＴＴＡＣＣ
Ｃ３′；下游引物序列为：５′ＡＡＧＡＡＧＣＡＡＴＣＴ
ＣＣＴＣＣＣ３′。内参照βａｃｔｉｎ上游引物序列为：５′
ＣＡＴＣＣＴＣＡＣＣＣＴＧＡＡＧＴＡＣＣＣ３′；下游引物
序列为：５′ＡＧＣＣＴＧＧＡＴＡＧＣＡＡＣＧＴＡＣＡＴ
Ｇ３′。反应总体积为２０．０μｌ，包括１００ｎｇ的ＤＮＡ
模板（ＴＡＴ 用１００ｎｇ，βａｃｔｉｎ用５０ｎｇ），２μｌ的

１０×ｂｕｆｆｅｒ，０．５μｌ的ｄＮＴＰ，１．６μｌ的 Ｍｇ
２＋，０．３μｌ

的２０ｍｍｏｌ／Ｌ的上下游引物，０．３μｌ（５Ｕ／μｌ）的

Ｔａｑ酶，１．０μｌ的２０×ＳＹＢＲ试剂。９４℃，５ｍｉｎ，之
后９４℃，１５ｓ，６１℃，２０ｓ，７２℃，１５ｓ，３８个循环，然后

７２℃，１０ｍｉｎ。

１．４　糖皮质激素受体特异性报告基因的瞬时转染
及活性检测　ＳＭＭＣ７７２１细胞常规培养于含１０％
小牛血清和抗生素的１６４０培养液中，置于３７℃、

ＣＯ２体积分数５％的培养箱中孵育，每４～５ｄ传代１
次。取对数生长期细胞（细胞总数不少于１０７），

０．１２５％胰酶消化后收集细胞于无菌的５０ｍｌ离心
管中，２０００ｒ／ｍｉｎ（Ｒ＝１５ｃｍ）离心５ｍｉｎ，以冰预冷
的ＰＢＳ洗涤细胞沉淀２次。将细胞悬液及４０μｇ报
告基因质粒［荧光素酶（ＬＵＣ）和氯酶素乙酰转移酶
（ＣＡＴ）］及内参照质粒（ｐＲＬＳＶ４０、βＧａｌ）加入冰预
冷的Ｃｕｖｅｔｔｅ中（总体积为８００μｌ）。冰浴１０ｍｉｎ
后，将Ｃｕｖｅｔｔｅ置于电穿孔仪中，２５０Ｖ、９６０μＦ条件
下行电穿孔，将报告基因及内参照质粒共转染入

ＳＭＭＣ７７２１细胞中，冰浴１０ｍｉｎ，将细胞悬液移入
培养瓶中，３７℃培养，２４ｈ后，用含不同浓度 Ｄｅｘ
（１０－９～１０－６ｍｏｌ／Ｌ）的诱导培养液继续培养４８ｈ，
获取细胞参照试剂盒说明检测ＬＵＣ、ＣＡＴ的活性。
实验仍以 ＨｅｐＧ２细胞作为阳性对照。

１．５　统计学处理　采用单因素方差进行组间显著
性差异检验，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＳＭＭＣ７７２１细胞中 ＴＡＴｃＤＮＡ 序列的测
定　采用ＲＴＰＣＲ方法扩增ＳＭＭＣ７７２１细胞的全
长ＴＡＴｃＤＮＡ（图１Ａ），并对其序列进行了测定。
结果（图１Ｂ）显示，ＴＡＴｃＤＮＡ第５７６位碱基发生
突变，即Ｇ→Ａ，相应的密码子变化为ＣＡＧ→ＣＡＡ，
但ＣＡＡ也编码Ｇｌｎ，此突变属同义突变。上述结果
表明该细胞ＴＡＴ蛋白的一级结构无改变。
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图１　ＳＭＭＣ７７２１细胞ＴＡＴ基因ｃＤＮＡ的扩增与序列分析

Ｆｉｇ１　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴＡＴｇｅｎｅｉｎＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓ
Ａ：ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ．１：λＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ＋ＥｃｏＲⅠ ｍａｒｋｅｒｓ；２：ＦｒａｇｍｅｎｔａｍｐｌｉｆｉｅｄｗｉｔｈｈｕｍａｎＴＡＴｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓ；３：２００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ．

Ｂ：ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＴＡＴｃＤＮＡｉｎＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓａｎｄｈｕｍａｎＴＡＴｇｅｎｅ．：Ｍｕｔａｔｉｏｎｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅ

２．２　Ｄｅｘ对ＳＭＭＣ７７２１细胞 ＴＡＴｍＲＮＡ表达

的影响　实时定量ＰＣＲ结果表明（图２）：Ｄｅｘ能够

上调ＳＭＭＣ７７２１细胞 ＴＡＴｍＲＮＡ的表达，与对

照组相比，１０－６ｍｏｌ／ＬＤｅｘ处理时诱导倍数最大，为

２．２２倍，但与 ＨｅｐＧ２细胞结果相比（１０－６ｍｏｌ／Ｌ

Ｄｅｘ处理时最大诱导倍数为 １５．１ 倍），Ｄｅｘ 对

ＳＭＭＣ７７２１细胞ＴＡＴｍＲＮＡ的诱导水平明显降

低（Ｐ＜０．０１），提示Ｄｅｘ对ＴＡＴｍＲＮＡ诱导水平

的降低可能是ＴＡＴ活性不增高的主要原因。

图２　Ｄｅｘ对ＳＭＭＣ７７２１细胞

ＴＡＴｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤｅｘｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆＴＡＴｍＲＮＡｉｎＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ

２．３　ＳＭＭＣ７７２１细胞中 ＧＲ转录激活功能的研

究　Ｄｅｘ能够以剂量依赖性的方式上调 ＳＭＭＣ

７７２１细胞中ＬＵＣ的表达，最大诱导倍数２３倍；且

在各浓度下ＳＭＭＣ７７２１细胞ＬＵＣ活性与 ＨｅｐＧ２
细胞无统计学差异（图３Ａ）；ＧＲＥＭＭＴＶＣＡＴ转

染后的结果（图３Ｂ）与ＬＵＣ类似。

图３　Ｄｅｘ对ＳＭＭＣ７７２１细胞ＧＲ
特异性报告基因表达的影响

Ｆｉｇ３　Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｒｅｐｏｒｔｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｂｙＤｅｘｉｎＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓ

Ａ：Ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＧＲＥｔｋＬＵＣ ｐｌａｓｍｉｄ ＤＮＡ；

Ｂ：ＣｅｌｌｓｗｅｒｅｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｅｄｗｉｔｈＧＲＥＭＭＴＶＣＡＴｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ

３　讨　论

　　目前认为，ＧＣ调节基因表达的基本模式是，ＧＣ
与ＧＲ结合导致 ＧＲ的活化，活化的 ＧＲ转位至核
内并以同源二聚体的形式与靶基因中的糖皮质激素

反应元件（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＧＲＥ）结
合，之后通过共调节因子与基础转录机器成分相互
作用，促进或抑制靶基因的表达，引起生物学效
应［１２１４］。
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　　本研究扩增了ＳＭＭＣ７７２１细胞 ＴＡＴｃＤＮＡ
并对序列进行了测定，结果发现第５７６位碱基发生
突变（Ｇ→Ａ），相应的密码子变化为ＣＡＧ→ＣＡＡ，但
二者均编码 Ｇｌｎ，此突变属同义突变。测序结果表
明，ＴＡＴ蛋白一级结构并无改变，因此Ｄｅｘ处理后

ＳＭＭＣ７７２１细胞ＴＡＴ活性不增高并非ＴＡＴ酶结
构改变所致，而可能是酶量减少的结果。

　　研究［１５１６］表明，ＧＣ对ＴＡＴ诱导主要是在转录
水平上的调节，ＴＡＴ活性增高与ＴＡＴｍＲＮＡ增高
及ＴＡＴ酶蛋白合成增加相关。为探讨 Ｄｅｘ诱导
ＴＡＴ的表达量是否存在异常，本研究采用实时定量

ＰＣＲ方法，观察了 Ｄｅｘ对ＳＭＭＣ７７２１细胞 ＴＡＴ
ｍＲＮＡ 表达的影响。结果显示，Ｄｅｘ 能够诱导

ＳＭＭＣ７７２１细胞ＴＡＴｍＲＮＡ的表达，且具有剂量
依赖性，最大诱导倍数为２．２２倍，但与 ＨｅｐＧ２细胞
相比，Ｄｅｘ对ＳＭＭＣ７７２１细胞中 ＴＡＴｍＲＮＡ的
诱导水平明显降低。由此推测ＴＡＴｍＲＮＡ的转录
异常可能是ＳＭＭＣ７７２１细胞丧失Ｄｅｘ诱导 ＴＡＴ
的主要原因。

　　Ｄｅｘ对ＴＡＴｍＲＮＡ诱导水平降低的原因可以
是ＴＡＴ基因的调控区（如启动子或增强子）有问
题，也可能是 ＧＣＧＲ的信号转导通路有问题，如

ＧＲ的结构或转录功能异常、与ＧＲ作用有关的共调
节因子的 异 常 等。本实验室前期 研 究［８］证 实

ＳＭＭＣ７７２１细胞中存在 ＧＲ，且 ＧＲ 数量明显增
多，是正常细胞的２０倍。故本研究进一步通过观察
了 Ｄｅｘ对外源性报告基因表达的影响，以探讨
ＳＭＭＣ７７２１细胞中ＧＲ的转录激活功能是否存在异
常。结果显示，Ｄｅｘ可以使报告基因的活性明显提
高，表明该细胞中的ＧＲ具有转录激活功能。同时，

Ｄｅｘ能够诱导该细胞ＧＣ特异性报告基因的表达进一
步提示，该细胞中ＧＲ的结构及共调节因子的结构、
功能也是正常的。因为只有这样，ＧＲ与Ｄｅｘ结合后，
才能经历在正常细胞中所发生的变化，包括受体激
活、变构、核转位并与报告基因上游的ＧＲＥ结合，在
共调节因子的参与下促进报告基因的表达。

　　本实验为阐明ＳＭＭＣ７７２１细胞丧失Ｄｅｘ诱导

ＴＡＴ活性的机制做了初步的研究，排除了ＴＡＴ基
因突变导致酶结构改变及ＧＲ转录激活功能异常的
可能，发现Ｄｅｘ未能诱导ＳＭＭＣ７７２１细胞ＴＡＴ活
性升高可能是由于其未能提高ＴＡＴｍＲＮＡ的表达
量，这种转录水平的降低可能与 ＴＡＴ基因调控序
列或转录后水平异常有关，其具体机制仍有待进一
步研究证实。
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